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ABSTRACT
Phenolic acids are one of the many secondary metabolites causing toxic upon the growth and development of plant. Phenolic acids
are produced by plant and subsequently released into soil, and appears to be involved in biochemical interaction between plants and
other living organisms in soil. The research was conducted to study the effect of various kinds and doses of phenolic acids on
nitrogenases activities and cholorophyll content of mungbean. Research was done in the glass house of Soil Science Departemen,
Faculty of Agriculture, Gadjah Mada University (GMU) from April to June 2004. The experiment was arranged by randomized
block design in three replications. The treatment consist of four kinds phenolic acid i.e. vanilic, p-coumaric, ferulic and p-
hydroxybenzoic with concentration at 250, 500, 1000 and 1500 mg kg-1 respectively. One treatment was without phenolic acids
as control. Result indicated that phenolic acids could reduce nitrogenases activities and chlorophyll content up to 53.35% and
29.98% respectively. The toxicity of p-hydroxybenzoic against both nitrogenases activities and chlorophyll content was higher
than other phenolic acids.
Kata Kunci: Aktivitas nitrogenase, bintil akar, klorofil, asam fenolat, kacang hijau, Phaseolus radiatus L.
PENDAHULUAN
Senyawa fenolat merupakan metabolit sekunder
yang ditemukan pada tumbuh-tumbuhan dan cukup
mendapat perhatian karena peranannya sebagai
regulator dalam sistem ekologi tumbuhan (Siqueira et
al, 1991). Senyawa fenolat juga banyak ditemukan pada
tanah-tanah yang mengandung residu tanaman
(Inderjit dan Olofsdotter, 1998). Penyebarannya sangat
luas dalam jaringan tumbuhan apabila tidak terikat
dengan senyawa lain (Harborne, 1989), serta
mengakibatkan pertumbuhan beberapa spesies
tanaman terganggu utamanya pada proses
perkecambahan (Chon et al, 2004).
Secara kimia senyawa fenolat dapat
didefinisikan sebagai senyawa kimia yang memiliki
cincin aromatik yang bergandengan dengan gugus
hidroksil, termasuk derivat-derivat fungsionalnya
seperti ester, metil eter, glikosida dan sebagainya
(Souto, et al, 2001). Selanjutnya dikemukakan pula
bahwa di antaranya banyak yang memiliki dua atau
lebih gugus hidroksil yang merupakan turunan dari
salah satu dihidrat atau fenol trihidrat. Senyawa fenolat
memiliki bobot molekul rendah, khususnya p-
hidroksibenzoat, vanilat, p-kumarat, dan ferulat dan
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tersebar luas dalam tanah tidak dalam bentuk ikatan
kimia (Hartley dan Whitehead, 1985).
Senyawa fenolat diyakini berfungsi sebagai
agen pengendali pertahanan dari serangan atau
gangguan organisme pengganggu tanaman serta
sebagai penanda pada interaksi tanaman dengan
patogeng dan mikroba mutualistik (Dalton, 1999).
Ditemukan pula bahwa senyawa fenolat pada kadar
millimolar bersifat racun pada beberapa spesies
tumbuhan. Senyawa fenolat yang bersifat racun
termasuk dalam senyawa yang berinteraksi alelopati
pada ekosistem alam dan ekosistem pertanian
(Whitehead et al, 1981,1982,1983;Rice, 1984; Inderjit,
1996).
Asam fenolat dapat berperan sebagai
pembentuk senyawa humat, yang dapat berpengaruh
terhadap pertumbuhan tanaman dan aktivitas mikrobia
tanah (Hartley dan Whitehead, 1985). Selanjutnya
dikemukakan pula bahwa asam fenolat khususnya p-
hidroksibenzoat dan ferulat dapat menekan
pertumbuhan bakteri Rhizobium. Senyawa tersebut
dapat pula menyebabkan terhambatnya aktivitas
dehidrogenase dan mengurangi kadar klorofil daun
seledri (Sampietro et al., 2005).
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Beberapa hasil penelitian me mnjukkan bahwa
asam fenolat dapat pula berpengaruh terhadap hara
dalam tanah (Booker et ai, 1992), aktivitas enzim (Devi
dan Prasad, 1992), fotosintesis dan respirasi tanaman
(Hejl etal., 1993). Menurunnya aktivitas fotosintesis
dapat berkaitan dengan perubahan kadar klorofil daun.
Selanjutnya kadar klorofil daun berhubungan erat
dengan produksi tanaman.
Menurunnya klorofil dalam daun akan
mempengaruhi fotosintesis bersih dan secara langsung
menyebabkan menurunnya pertumbuhan tanaman,
sehingga berpengaruh terhadap transport karbohidrat
dari daun ke bintil akar. Fotosintat tersebut umumnya
dalam bentuk sukrosa yang dapat merupakan sumber
makanan bagi bakteroid, energi dan reduktan bagi
enzim nitrogenase untuk fiksasi amonia (Chopra et ah,
1998). Terganggunya aktivitas enzim utamanya enzim
nitrogenase dalam bintil akar akan mempengaruhi
aktivitas fiksasi nitrogen dari udara melalui bintil akar.
Penelitian ini dilaksanakan untuk mempelajari pengaruh
lima jenis senyawa fenolat pada berbagai kadar
terhadap aktivitas enzim nitrogenase pada bintil akar
dan kadar klorofil pada daun kacang hijau.
BAHANDANMETODE
Penelitian ini dilaksanakan di Rumah Kaca
Jurusan Tanah, Fakultas Pertanian Universitas Gadjah
Mada, Yogyakarta yang berlangsung pada April sampai
Juni 2004. Senyawa fenolat standar yang digunakan
dalam penelitian ini adalah asam vanilat, asam p-
kumarat, asam ferulat, dan asam p-hidroksibenzoat.
Senyawa tersebut diperoleh dari Sigma-Aldrich Co.,
StXouis, Mo, USA.
Rancangan percobaan yang digunakan adalah
Rancangan Acak Kelompok dengan tiga ulangan.
Adapun perlakuan percobaan terdiri atas macam asam
fenolat yaitu asam vanilat, asam p-kumarat, asam
ferulat, asamp-hidroksibenzoat dengan kadar masing-
masing 250, 500,1000,1500 mg kg-1. Satu perlakuan
tanpa asam fenolat digunakan sebagai pembanding.
Tanah yang digunakan dalam percobaan ini
terlebih dahulu dikering anginkan, selanjutnya
ditumbuk dan disaring dengan saringan berdiameter 5
mm. Tanah sebanyak 6 kg dimasukkan ke dalam
polybag, ditambahkan air sampai mencapai sekitar
kapasitas lapang. Penanaman dilakukan dengan 4 benih
perlubang. Pemberian pupuk dilakukan saat tanaman
berumur 1 minggu dengan takaran 50 kg Urea/ha, 100
kg SP 3 6/ha dan 75 kg KCl/ha yang setara dengan 0,15
gram urea, 0,30 gram SP36 dan 0,22 gram KC1 per
polybag (6 kg tanah).
Pemberian perlakuan asam fenolat dilaksanakan
3 kali, masing-masing pada awal penanaman, 15 hari
setelah tanam (HST), dan 30 HST. Volume perlakuan
kadar asam fenolat diberikan berdasarkan pada lengas
tanah yang hilang akibat evapotranspirasi sampai
mencapai bobot semula (bobot kapasitas lapang).
Untuk mengetahui besarnya penyusutan lengas tanah
digunakan metode gravimetrik, yaitu menimbang pot
beserta tanaman kemudian dikurangi bobot pot semula
pada saat kapasitas lapang.
Setelah tanaman berumur dua minggu dilakukan
penjarangan dengan meninggalkan satu tanaman yang
pertumbuhannya sehat. Selama pertumbuhan tanaman,
kadar lengas tanah dipertahankan sekitar kapasitas
lapang, dengan cara menambahkan air pada setiap pagi
dan sore hari. Pengendalian terhadap serangan hama
dan penyakit dilakukan dengan penyemprotan
insektisida dan fungisida pada umur satu minggu
setelah tanam, selanjutnya penyemprotan dilakukan
tiap lOharisekali.
Variabel yang diamati dalam percobaan ini
adalah komponen bintil akar yang terdiri atas jumlah
bintil, jumlah bintil efektif, bobot kering bintil,
kemampuan simbiotik yang dapat ditentukan dengan
sistem penaksiran berdasarkan nisbah jumlah bintil
akar efektif dengan jumlah total bintil akar dikali seratus
persen, luas daun pada umur 30 hari, dan aktivitas
nitrogenase ditentukan dengan menggunakan metode
"Aktivitas Reduksi Asetilen" (ARA) (Turner dan
Gibson, 1980), dan penentuan jumlah klorofil dihitung
berdasarkan metode Knudson etal. (1977).
Analisis statistik yang digunakan dalam
penelitian ini meliputi sidik ragam berdasarkan
Rancangan Acak Kelompok dan analisis korelasi.
Selanjutnya dilakukan uji lanjutan dengan Duncan's
Multiple Range Test pada tingkat ketelitian 5%, dan
untuk melihat perbandingan dua nilai tengah diantara
masing-masing perlakuan dilakukan uji kontras
ortogonal.
306
Berita Biologi9(3) - Desember 2008
HASIL
Pengaruh terhadap komponen bintil
Berdasarkan hasil perbandingan kontras
ortogonal pada Tabel 1, menunjukkan bahwa jumlah
bintil, jumlah bintil efektif, bobot kering bintil dan
kemampuan simbiotik kacang hijau yang diberi asam
fenolat nyata lebih rendah dibandingkan dengan
perlakuan kontrol (cl). Hal ini membuktikan bahwa ke
empat asam fenolat yang dicobakan pada berbagai
kadar berpengaruh sangat nyata terhadap komponen
bintil kacang hijau dibandingkan dengan kontrol.
Hambatan pertumbuhan bintil yang diakibatkan oleh
pemberian asam fenolat mencapai 59,23%.
Jumlah bintil dan jumlah bintil efektif pada
perlakuan asam />-kumarat nyata lebih tinggi
dibandingkan dengan perlakuan asam ferulat dan asam
p-hidroksibenzoat (c6), akan tetapi tidak menunjukkan
adanya perbedaan pengaruh terhadap bobot kering
bintil, kemampuan simbiotik dan aktivitas nitrogenase.
Perlakuan asam p-hidroksibenzoat secara nyata
menghambat semua komponen pertumbuhan bintil akar,
lebih tinggi dibandingkan dengan asam ferulat (clO).
Bobot kering bintil akar pada perlakuan asam
fenolat nyata lebih rendah dibandingkan dengan
perlakuan kontrol (cl) (Tabel 1). Hal ini membuktikan
bahwa asam fenolat menghambat pertambahan bobot
kering bintil akar kacang hijau. Asam p-hidroksibenzoat
memiliki toksititas lebih tinggi dibandingkan dengan
asam ferulat. Bobot kering bintil akar pada perlakuan
asam ferulat nyata lebih tinggi dibandingkan dengan
bobot kering bintil akar pada perlakuan asam p-
hidroksibenzoat.
Bobot kering bintil akar pada perlakuan kadar
250 mg kg-1 asam p-hidroksibenzoat nyata lebih tinggi
dibandingkan dengan bobot kering bintil akar pada
kadar 500,1000, dam 1500 mg kg-1. Laju penurunan yang
diakibatkan oleh asamp-hidroksibenzoatmulai terjadi
pada kadar 250 mg kg-1, dan penurunan bobot kering
bintil yang diakibatkan oleh asam vanilat mulai terjadi
pada kadar 500 mg kg-'. Asam p-kumarat dan ferulat
menyebabkan penurunan bobot kering bintil tertinggi
terjadi pada kadar 1000 mg kg-1 (Gambar 1). Hal ini
menunjukkan bahwa toksikitas dari masing-masing
asam fenolat terhadap bobot kering bintil akar
Tabel 1. Rata-rata hasil kontras ortogonal asam fenolat terhadap komponen bintil, kemampuan




















































































































JB = Jumlah bintil, JBE = Jumlah bintil efektif, BKB = Bobot kering bintil, KS = Kemampuan simbiotik,
AN = Aktivitas nitrogenase, tn = tidak berbeda nyata, * = bebeda nyata, ** = berbeda sangat nyata.
A = Kontrol
B,C,D,E = Kadar asam vanilat, masing-masing 250, 500, 1000, dan 1500 mg kg"1.
F,G,H,I = Kadar asam p-kumarat, masing-masing 250, 500, 1000, dan 1500 mg kg' .
J,K,L,M = Kadar asam ferulat, masing-masing 250, 500, 1000, dan 1500 mg kg1.
N,O,P,Q = Kadar asam p-hidroksibenzoat, masing-masing 250, 500, 1000, dan 1500 mg kg1.
B....Q = Menunjukkan perlakuan B sampai dengan perlakuan Q.
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Gambar 1. Pengaruh asam fenolat terhadap komponen bintil akar kacang hijau. VAN =Asam vanilat,
KOM = Asam p-kumarat, FER = Asam ferulat, HBZ = Asam p-hidroksibenzoat.
Gambar 2. Pengaruh asam fenolat terhadap aktivitas nitrogenase. VAN = Asam vanilat,
KOM = Asamp-kumarat, FER = Asam ferulat, HBZ = Asamp-hidroksibenzoat
tergantung pada kadar dari masing-masing asam fenolat
tersebut. Secara umum asam p-hidroksibenzoat
memperlihatkan toksititas tertinggi dibandingkan
dengan asam fenolat lainnya (Gambar 1).
Kemampuan simbiotik bintil kacang hijau pada
perlakuan asam p-hidroksibenzoat nyata lebih rendah
dibandingkan dengan asam fenolat lainnya yaitu hanya
mencapai 19,85 % dan berbeda sangat nyata dengan
perlakuan asam ferulat dengan kemampuan simbiotik
mencapai 39,87 % (Tabel 1), sedangkan perlakuan
kontrol kemampuan simbiotiknya mencapai 46,90%. Ini
berarti bahwa asam p-hidroksibenzoat dapat
menurunkan kemampuan simbiotik bintil akar kacang
hijau sampai 57,6 %.
Pengaruh terhadap aktivitas nitrogenase
Pembandingan kontras ortogonal aktivitas
nitrogenase bintil akar kacang hijau pada perlakuan
asam fenolat nyata lebih rendah dibandingkan dengan
kontrol (c 1) (Tabel 1). Hal ini menunjukkan bahwa asam
fenolat dapat menekan aktivitas nitrogenase bintil akar
kacang hijau. Aktivitas nitrogenase pada perlakuan
asam ferulat nyata lebih tinggi dibandingkan dengan
aktivitas nitrogenase pada perlakuan asam p-
hidroksibenzoat (clO), yaitu masing-masing 1,69 µ.M
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ARA = Aktivitas Reduksi Asetilen
p-HBZ = Asam p-hidroksibenzoat
g"1 jam'1 dan 0,65 uM g1 jam"1.
Aktivitas nitrogenase menurun sejalan dengan
meningkatnya kadar dari masing-masing asam fenolat.
Laju penurunan tertinggi dari aktivitas nitrogenase
mulai terjadi pada perlakuan 500 mg kg"1 asam p-
hidroksibenzoat (Gambar 2). Pada Tabel 2 tampak
bahwa asam p-hidroksibenzoat memiliki daya hambat
tertinggi (78,18%) terhadap aktivitas nitrogenase diikuti
secara berturut-turut oleh asam vanilat, ferulat, danp-
kumarat, dengan daya hambat masing-masing 49,60%,
43,28%, dan 41,94%.
Pengaruh terhadap klorofil dan luas daun
Secara umum keempat asam fenolat (vanilat,
p-kumarat, ferulat, dan p-hidroksibenzoat) dapat
menekan jumlah klorofil dan luas daun kacang hijau.
Daya hambatnya meningkat seiring dengan
meningkatnya kadar asam fenolat. Asam
p-hidroksibenzoat mempunyai daya hambat tertinggi
hingga mencapai 48,50% pada klorofil daun, di ikuti
secara berturut-turut oleh asam vanilat, p-kumarat,
dan ferulat. Demikian pula terhadap luas daun, asamp-
hidroksibenzoat memiliki daya hambat tertinggi
(29,36%) kemudian di ikuti secara berturut-turut oleh
p-kumarat, ferulat, dan vanilat, dengan daya hambat
masing-masing 16,15%, 13,86%, dan 12,25% (Tabel 3).
Secara umum asam p-hidroksibenzoat
memberikan laju penurunan tertinggi terhadap klorofil
daun dibandingkan dengan asam fenolat lainnya.
Tingginya daya hambat asam p-hidroksibenzoat
terhadap klorofil daun disebabkan karena asam p-
hidroksibenzoat memiliki sifat asam yang cukup tinggi,
sehingga dapat menggangu pertumbuhan sel pada
tanaman termasuk klorofil daun. Lehninger (1988)
menyatakan bahwa sel-sel tanaman tidak dapat hidup
pada keadaan asam yang terlalu tinggi. Rendahnya
jumlah klorofil pada perlakuan asamp-hidroksibenzoat
dapat pula disebabkan oleh menurunnya luas daun
akibatpemberian asamp-hidroksibenzoat. Hal ini dapat
terjadi karena ada korelasi antara luas daun dengan
total klorofil daun (Tabel 3).
Asam fenolat menurunkan luas daun dari 6,13
dm2tan-' pada tanaman kontrol menjadi 5,44 dm2 tan-1
atau turun 11,25 % pada perlakuan 1500 mg kg"1 asam
vanilat. Demikian pula pada perlakuan 1500 mg kg1
asamp-kumarat, ferulat, danp-hidroksibenzoat, secara
berturut-turut menurunkan luas daun 16,15 %, 13,86%,
dan 29,36%.
PEMBAHASAN
Secara umum asam fenolat yang diuji dapat
menurunkan jumlah bintil akar dan jumlah bintil efektif
kacang hijau masing-masing 68,17% dan 62,70%.
Demikian pula aktivitas nitrogenase dan kemampuan
simbiotik masing-masing menurun 53,35% dan 34,92%.
Laju penurunan yang diakibatkan oleh asam fenolat,
bervariasi diantara ke empat jenis asam fenolat yang di
uji. Asam fenolat yang memiliki daya hambat tertinggi
terhadap komponen binti akar dan klorofil daun adalah
asam p-hidroksibenzoat.
Tingginya daya hambat asam
p-hidroksi benzoat dibandingkan dengan asam fenolat
lainnya disebabkan karena selain memiliki sifat asam
yang lebih tinggi dibandingkan dengan asam fenolat
lainnya, juga karena asam p-hidroksibenzoat dapat
menekan ketersediaan hara dalam tanah. Menurut
Inderjit dan Mallik (1997) asam p-hidroksibenzoat
memberikan daya hambat tertinggi terhadap
ketersediaan hara dalam tanah khususnya N organik,
PO43", K+, Mn2+, Mg2+ dan Na+dibandingkan dengan
asam fenolat lainnya. Hasil penelitian Rice etal. (1981)
pada tanaman kacang-kacangan menunjukkan bahwa
laju penyematan nitrogen menurun sejalan dengan
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Rerata jumlah klorofil dan luas daun ± Standar deviasi (n
• = Berpengaruh nyata
** = Berpengaruh sangat nyata
3)
meningkatnya kadar asam fenolat. Menurunnya
ketersediaan hara Mg2+ akan mengakibatkan
pembentukan klorofil daun menurun, karena Mg2+
merupakan inti dari klorofil daun.
Selain itu Rice et al. (1981) asam p-
hidroksibenzoat dapat menekan kadar hemoglobin
bintil akar lebih tinggi dibandingkan dengan senyawa
fenolat lainnya. Menurunnya kadar hemoglobin pada
bintil akar merupakan pertanda bahwa aktivitas
nitrogenase juga menurun. Tissue et al. (1997)
menyatakan bahwa meningkatnya aktivitas
nitrogenase menyebabkan meningkatnya fiksasi N2 dari
udara. Hal ini menunjukkan bahwa semakin tinggi kadar
asam /?-hidroksibenzoat dalam tanah, maka kadar
hemoglobin bintil semakin rendah.
Hambatan tertinggi dari ke empat asam fenolat
terhadap komponen bintil akar dan aktivitas
nitrogenase mulai terjadi pada kadar 500 mg kg"1,
selanjutnya daya hambatnya meningkat sejalan dengan
meningkatnya kadar dari masing-masing asam fenolat
tersebut (Gambar 1), dan terhadap penurunan laju
kemampuan simbiotik tertinggi, terjadi pada kadar 1000
mgkg1.
Demikian pula halnya terhadap luas daun
menunjukkan adanya penurunan akibat meningkatnya
dosis pemberian asam fenolat. Penurunan luas daun
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berkorelasi nyata sampai sangat nyata dengan jumlah
klorofil daun pada ke empat perlakuan asam fenolat
(vanilat, p-kumarat, ferulat, dan p-hidroksibenzoat)
masing-masing dengan nilai r = 0,86*, r = 0,98**dan
r = 0,73*, dan r = 0,91** (Tabel 3). Ini menunjukkan
bahwa klorofil daun menurun akibat menurunnya luas
daun.
KESMPULAN
Berdasarkan hasil penelitian, dapat disimpulkan
bahwa asam fenolat dapat menurunkan aktivitas
nitrogenase dan kadar klorofil daun masing-masing
sampai 53,35% dan 29,98%. Jenis asam fenolat yang
memiliki daya hambat tertinggi terhadap aktivitas
nitrogenase dan pembentukan klorofil daun adalah
asam/7-hidroksibenzoat.
Hambatan tertinggi asam p-hidroksibenzoat
terhadap aktivitas nitrogenase bintil akar mulai terjadi
pada kadar 500 mg kg"1. Sementara asam vanilat, ferulat,
danp-kumarat hambatan tertinggi masing-masing mulai
terjadi pada kadar 1000 mg kg'1.
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